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PENGARUH LAMA THAWING DAN LAMA PENYIMPANAN SETELAH 
THAWING TERHADAP KUALITAS  SEMEN BEKU SAPI BALI 
Irsan, Abd. Latief  Tolleng, Muhammad Yusuf 
Fakultas peternakan universitas hasanuddin, jl. printis kemerdekaan km. 10 
makassar 90245 Email: Icchank.adventure@yahoo.com 
 
ABSTRAK 
 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh lama thawing 
dan penyimpanan setelah thawing terhadap kualitas semen beku sapi Bali. 
Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) pola faktorial dimana 
faktor A perlakuan lama thawing dengan durasi waktu 15 detik, 30 detik, dan 60 
detik dan faktor B perlakuan lama penyimpanan setelah thawing dengan durasi 
waktu 0 menit, 30 menit, dan 60 menit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
Lama thawing 30 detik, lama penyimpanan setelah thawing 0 menit, menunjukkan 
motilitas dan persentase hidup yang tertinggi pada semen beku sapi Bali yang di 
thawing pada suhu 37
o
C. Pemeriksaan motilitas dan persentase hidup semen beku 
sapi Bali setelah thawing pada berbagai lama thawing  yang berbeda didapatkan 
kualitas terbaik pada lama thawing 30 detik dan penyimpanan 0 menit. Hasil yang 
demikian menunjukkan bahwa lama thawing yang terlalu cepat dapat 
menyebabkan kristal-kristal es belum mencair secara sempurna sehingga 
menghambat pergerakan sel spermatozoa secara aktif sedangkan lama thawng 
yang terlalu lama dapat menurunkan kualitas spermatozoa. Lama thawing 
menunjukkan bahwa durasi waktu thawing memberikan pengaruh sangat nyata 
terhadap motilitas dan persentase hidup spermatozoa semen beku sapi Bali. 
Perlakuan yang baik mnggunaka lama thawing 30 detik dan lama penyimpanan 
setelah thawing 0 menit dengan suhu air 37
o
C. 
 
Kata kuci : Kualitas semen beku sapi Bali thawing. 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
THE INFLUENCE OF LONG THAWING AND THE LONG STORAGE 
AFTER THAWING TO BALI’S COW FROZEN SEMEN QUALITY 
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makassar 90245 Email: Icchank.adventure@yahoo.com 
ABSTRACT 
The aim of this study was to know the effects of different thawing and 
storage duration on the quality of sperms from Bali bulls frozen semen. The study 
was arranged using completely randomized design of factorial pattern 3 x 3. 
Factor A was thawing duration; 15 sec, 30 sec, and 60 sec and factor B was 
storage duration after thawing; 0 min, 30 min, and 60 min. Parameters measured 
in the study were motility and viability of the sperms. The results of this study 
showed that thawing duration and storage duration of the semen after thawing had 
significant effects (P<0.05) on motility and viability of the sperms of frozen Bali 
bulls semen. Thawing duration of Bali bulls semen at 37
o
C during 30 sec and 
storage duration after thawing at 0 min showed the highest percentages of sperms 
motility and viability. Therefore, the best treatment in combination of thawing 
duration and storage duration after thawing achieved in the present study was 30 
sec and 0 min for thawing duration and storage duration after thawing, 
respectively. In conclusion, in order to achieve high quality sperms of Bali bulls 
frozen semen, it is suggested to thaw the semen at 37
o
C for 30 sec. 
Key words : Quality of frozen semen, Bali bull, Thawing 
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PENDAHULUAN 
Inseminasi buatan (IB) adalah salah satu bentuk bioteknologi dalam 
bidang reproduksi ternak yang memungkinkan untuk mengawinkan ternak betina 
yang dimilikinya tanpa perlu seekor pejantan utuh, dimana dalam penggunaannya 
dapat memanfaatkan pejantan yang memiliki pejantan potensi genetik 
unggul.(Wuragil, 2008). Dalam pembibitan sapi Bali, keterbatasan jumlah 
pejantan unggul dapat diatasi dengan menerapkan program teknologi reproduksi 
yaitu inseminasi buatan (IB) sehingga potensi pejantan unggul dapat dimanfaatkan 
secara optimal. 
Kemajuan  bioteknologi pada saat sekarang  lebih diarahkan pada bidang 
produksi misalnya inseminasi buatan (IB). IBmerupakan suatu program 
pemuliabiakan  ternak yang kompleks mulai dari organisasi, penyuluhan, produksi 
semen, deteksi birahi dan IB sampai evaluasi keberhasilan program itu sendiri. 
Berbagai faktor yang mempengaruhi keberhasilan IB diantaranya adalah kualitas 
semen yang diinseminasikan. Untuk meningkatkan keberhasilan IB antara lain 
dipengaruhi oleh kondisi induk yang sedang berahi, kualitas semen khususnya 
motilitas spermatozoa setelah thawing dan keterampilan  inseminator yang 
meliputi deteksi berahi dan thawing. 
Thawing merupakan pencairan kembali semen yang telah dibekukan 
sebelum dilakukan Inseminasi. Suhu dan lama thawing mempunyai pengaruh 
besar terhadap keadaan spermatozoa khususnya keutuhan spermatozoa dalam 
semen. Kombinasisuhu dan lama thawing yang baik adalah yang dapat mencegah 
kerusakan spermatozoa, sehingga tetap memiliki kemampuan membuahi ovum 
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yang tinggi. Keberhasilan thawing yaitu sebesar 40%, jumlah spermatozoa 
minimal 12 juta/straw dan presentase yang abnormal maksimal 10% (Toelihere, 
1993). 
Tujuan  dari  penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh lama 
thawing dan penyimpanan setelah thawing terhadap kualitas semen beku sapi 
Bali. Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui lama thawing dan 
penyimpanan setelah thawing yang efektif untuk dapat mempertahankan kualitas 
spermatozoa dalam pelaksanaan inseminasi buatan (IB). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TINJAUAN PUSTAKA 
Inseminasi buatan 
IB adalah proses memasukkan sperma ke dalam saluran reproduksi betina 
dengan tujuan untuk membuat betina jadi bunting tanpa perlu terjadi perkawinan 
alami. Konsep dasar dari teknologi ini adalah bahwa seekor pejantan secara 
alamiah memproduksi puluhan milyar sel kelamin jantan (spermatozoa) per hari, 
sedangkan untuk membuahi satu sel telur (oosit) pada hewan betina diperlukan 
hanya satu spermatozoon. Potensi terpendam yang dimiliki seekor pejantan 
sebagai sumber informasi genetik, apalagi yang unggul dapat dimanfaatkan secara 
efisien untuk membuahi banyak betina (Hafez, 1993). 
Dalam perkembangan lebih lanjut, program IB tidak hanya mencakup 
pemasukan semen ke dalam saluran reproduksi betina, tetapi juga menyangkut 
seleksi dan pemeliharaan pejantan, penampungan, penilaian, pengenceran, 
penyimpanan atau pengawetan (pendinginan dan pembekuan) dan pengangkutan 
semen, inseminasi, pencatatan dan penentuan hasil inseminasi pada hewan/ternak 
betina, bimbingan dan penyuluhan pada peternak. Dengan demikian pengertian IB 
menjadi lebih luas yang mencakup aspek reproduksi dan pemuliaan, sehingga 
istilahnya menjadi artificialbreeding (perkawinan buatan). Tujuan dari IB adalah 
sebagai satu alat yang ampuh yang diciptakan manusia untuk meningkatkan 
populasi dan produksi ternak secara kuantitatif dan kualitatif (Toelihere, 1985). 
IB pada sapi dapat dilaksanakan dengan tiga metode, yaitu inseminasi 
vaginal, inseminasi servikal dan inseminasi rektovaginal. Inseminasi vaginal 
dilakukan dengan memasukkan pipa ke dalam vagina dan semen diposisikan pada 
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mulut servik. Inseminasi servikal dilakukan dengan memasukkan spekulum steril 
ke dalam vagina dengan bantuan sumber cahaya dibagian kepala inseminator 
untuk memudahkan memasukkan alat ke dalam mulut servik. Inseminasi 
rektovaginal dilakukan dengan jalan memasukkan satu tangan yang bersarung 
tangan yang dilumuri zat pelicin ke dalam rektum sapi, kemudian alat inseminasi 
dimasukkan ke dalam vagina dengan bantuan tangan yang diarahkan ke servik. 
Metode rektovaginal memberikan angka konsepsi lebih tinggi dan volume 
semenyang dibutuhkan lebih sedikit. Namun cara ini memerlukan keterampilan 
dan ketelitian yang tinggi (Hunter, 1995). 
Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Keberhasilan IB 
Induk betina akan dilakukan IB dengan kondisi induk sedang dalam 
keadaan estrus (berahi), untuk betina dara sudah dalam usia dewasa kelamin, serta 
tidak mempunyai catatan penyakit terutama penyakit reproduksi. Faktor semen 
beku berpengaruh terhadap keberhasilan program IB, antara lain apabila proses 
penyimpanan straw tersebut tidak disimpan dalam container yang berisi nitrogen 
cair maka semen atau spermatozoaakan mati, ataupun saat thawing (pencairan 
kembali). Kondisi tersebut dapat mempengaruhi terjadinya kebuntingan pada 
induk betina yang diinseminasi, yakni adanya kegagalan dalam proses fertilisasi. 
Saat dilakukannya inseminasi, maka petugas inseminator sangat menentukan 
keberhasilan program. Diawali dengan kemampuan dalam mendeteksi estrus 
(berahi) dari induk betina yang akan diinseminasi, saat pelaksanaan ataupun 
deposisi semen beku di dalam organ reproduksi betina danpenanganan pasca IB . 
Waktu kapasitasi pada sapi, yaitu 5-6 jam (Bearden dan Fuqual, 1984). 
Oleh sebab itu, peternak dan petugas lapangan harus mutlak mengetahui dan 
 
 
 
 
memahami kapan gejalah berahi ternak terjadi sehingga tidak ada keterlambatan 
IB. Kegagalan IB menjadi penyebab membengkaknya biaya yang harus 
dikeluarkan peternak. Apabila semua faktor di atas diperhatikan diharapkan 
bahwa hasil IB akan lebih tinggi atau hasilnya lebih baik dibandingkan dengan 
perkawinan alam (Tambing, 2000). Hal ini berarti dengan tingginya hasil IB 
diharapkan efisiensi produktivitas akan tinggi pula, yang ditandai dengan 
meningkatnya populasi ternak dan disertai dengan terjadinya perbaikan kualitas 
genetik ternak, karena semen yang dipakai berasal dari pejantan unggul yang 
terseleksi. Dengan demikian peranan bioteknologi IB terhadap pembinaan 
produksi peternakan akan tercapai. 
Kualitas semen mempunyai peranan penting dalam keberhasilan IB, 
sehingga perlu dilakukan pemeriksaan dengan teliti dan hati-hati (Anonim, 2005). 
Motilitas merupakan kriteria yang paling banyak digunakan untuk evaluasi semen. 
Hasil penelitian Pena, Barrio,et al (1998); Tsuzuki,et al(2000); Kreplin (2002) 
menemukan indikasi bahwa integritas membran dan fertilitas berkorelasi positif 
dengan motilitas spermatozoa post thawing. 
Faktor-Faktor  yang Mempengaruhi Kualitas Semen 
a. Pengencer 
Pengenceran semen merupakan salah satu tahap yang penting dalam 
pengemasan semen dalam bentuk straw atau ampul beku. Diharapakan kualitas 
semen dan viabilitas spermatozoa selama proses pembekuan dapat dipertahankan 
selain itu fungsi pengenceran adalah memperbesar volume semen sehingga setiap 
satu kali ejakulat dapat digunakan untuk ternak betina lebih banyak (Suyadi et al., 
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1994). Syarat penting yang harus dimiliki oleh pengencer semen menurut 
Toilehere (1981) adalah:  
a. Murah, sederhana, praktis tapi punya daya preservasi yang tinggi  
b. mengandung unsur yang sifat fisik dan  kimianya sama dengan semen 
dan tidak mengandung racun bagi spermatozoa dan saluran kelamin 
ternak betina  
c. dapat mempertahankan daya fertilitas spermatozoa, tidak kental 
sehingga tidak menghambat fertilisasi.  
Fungsi pengencer adalah memperbanyak volume semen, melindungi 
spermatozoa dari cold shock; menyediakan zat makanan sebagai sumber energi 
bagi spermatozoa, menyediakan buffer untuk mempertahankan pH, tekanan 
osmotic dan keseimbangan elektrolit, mencegah kemungkinan terjadinya 
pertumbuhan kuman. Beberapa bahan pengencer yang telah dilaporkan dari 
beberapa bahan penelitian adalah kuning telur sitrat, fosfat kuning telur, susu 
masak dan tris amino methan,menurut Partodihardjo (1992). 
Pengencer semen yang digunakan dalam pengenceran tersebut biasanya 
menggunakan pengencer Tris Aminomethan kuning telur atau dengan 
menggunakan pengencer susu skim. Dari penelitian terdahulu Yudhaningsih 
(2004), disebutkan bahwa pengenceran menggunakan Tris- Aminomethan kuning 
telur lebih baik dibandingkan menggunakan pengencer susu skim. Hal ini karena 
pengenceran semen dengan menggunakan pengencer Tris Aminomethan kuning 
telur mempunyai kelebihan pada penilaian secara mikroskopis sangat jelas karena 
tidak terdapat butir butir lemak yang menyulitkan pemeriksaan, terdapat 
keseragaman kualitas produksi, daya tahan hidup dan motilitas spermatozoa 
 
 
 
 
sangat baik sehingga dapat meningkatkan angka kebuntingan (Zenichiro dkk, 
2002). 
b. Teknik Pembekuan 
Pembekuan merupakan proses pengeringan fisik, jika suatu larutan  
dibekukan maka air sebagai pelarut membeku menjadi kristal es, sedangkan bahan 
terlarut tidak berbentuk kristal es, tetapi terkumpul dalam larutan yang masih ada 
dan bertambah pekat karena molekul air tergabung dengan kristal es. 
Proses pembekuan semen meliputi cooling (pendinginan), pre freezing 
(pembekuan awal), dan freezing (pembekuan). 
a. Cooling (pendinginan) 
Cooling adalah proses pendinginan semen setelah proses pengenceran, 
dimasukkan dalam gelas ukur tertutup dan ditempatkan pada beaker glass berisi 
air. Cooling sampai 5
o
C dapat dilakukan dengan memasukkan tabung-tabung 
yang berisi semen yang telah diencerkan dalam bak yang berisi air.Bak tersebut 
kemudian dimasukkan dalam refrigerator. Suhu air yang dipergunakan dalam 
cooling sesuai dengan suhu inkubasi semen segar yakni 37
o
C dan suhu 30
o
C 
(Lindsay, 1982). 
b. Pre freezing (pembekuan awal) 
Straw yang berisi semen diatur pada rak straw dan ditempatkan dalam uap 
N2 cair sekitar 4,5 cm diatas permukaan nitrogen cair. Pembekuan ini 
berlangsung sekitar 10 menit, kemudian dimasukkan langsung ke dalam 
nitrogen cair (Toelihere, 1985). 
c. Freezing (pembekuan) 
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Freezing merupakan proses penghentian sementara kegiatan hidup sel 
tanpa mematikan fungsi sel dan proses hidup dapat berlanjut setelah pembekuan 
dihentikan. Sedangkan semen beku adalah semen yang telah diencerkan menurut 
prosedur lalu dibekukan dibawah suhu 0
o
c atau titik beku air (Partodiharjo, 1992). 
Menurut Toelihere (1993), pembekuan dapat menggunakan CO2 padat, udara 
basah, O2 cair dan nitrogen cair. Pembekuan dengan N2 cair lebih sering 
digunakan karena suhunya yang sangat rendah dapat menyimpan semen dalam 
jangka waktu yang lama. Pada proses ini straw direndam dengan suhu -196
o
C. 
Volume N2 cair harus dikontrol secara periodik, karena jika kehabisan akan 
menaikkan suhu sehingga akan mematikan spermatozoa. Untuk menjamin 
kelangsungan hidup spermatozoa yang terkandung di dalam straw maka N2 cair 
di dalam kontainer tidak boleh kurang dari ukuran minimal yang ditentukan yaitu 
setinggi 3 inci. Seandainya tinggal 3 inci, maka penambahan N2 cair harus 
dilakukan segera dalam waktu 12 jam. 
c. Suhu dan Lama Thawing 
Untuk mempertahankan kehidupan spermatozoa maka semen beku harus 
selalu disimpan dalam bejana vakum atau kontainer berisi nitrogen cair yang 
bersuhu -196 
o
C dan terus dipertahankan pada suhu tersebut sampai waktu 
dipakai. Semen beku yang akan dipakai, dikeluarkan dari kontainer dan dicairkan 
kembali supaya dapat disemprotkan ke dalam saluran kelamin betina. Pencairan 
kembali semen beku dapat dilakukan dengan berbagai cara. Apapun cara thawing 
yang dilakukan, harus berpegangan pada prinsip bahwa kurva peningkatan suhu 
semen harus menaik secara konstan sampai waktu IB. Semen beku yang sudah 
dicairkan kembali tidak dapat dibekukan kembali. Oleh karena itu untuk 
 
 
 
 
menjamin fertilitas yang tinggi maka harus dipastikan bahwa semen yang sudah 
dilakukan thawing harus segera dipakai untuk IB (Toelihere, 1985). 
Thawing dilakukan dengan mengambil semen beku yang berbentuk straw 
dari container yang berisi nitrogen cair, langsung dicelupkan dalam air hangat 
pada suhu 37
o
c selama 15 detik. Straw kemudian dikeringkan dengan handukatau 
tissu dan siap pakai. Di Indonesia thawing dilakukan dengan air kran pada suhu 
15
o
c-25
o
c selama 15 detik (Ikhsan, 1992). Menurut Zenichiro dkk (2002) bahwa 
thawing dilakukan dengan merendam semen beku dengan air hangat dengan suhu 
37
o
c - 38
o
c selama 7 detik dengan posisi sumbat pabrik dibagian bawah atau 
horizontal sehingga seluruh bagian semen beku terendam. Semakin cepat 
perubahan suhu thawing dapat mengurangi tekanan spermatozoa dan melewati 
masa tidak stabil (kritis) dengan cepat, sehingga spermatozoa hidup dan normal 
lebih banyak. Lama pencelupan pada air thawing yang pendek memberikan 
spermatozoa yang hidup lebih maksimal. Suhu dan lama thawing mempunyai 
pengaruh besar terhadap keadaan spermatozoa khususnya keutuhan spermatozoa 
dalam semen. Kombinasi suhu dan lama thawing yang baik adalah yang 
mengakibatkan sedikit kerusakan spermatozoa, sehingga tetap memiliki 
kemampuan membuahi ovum yang tinggi (Handiwirawandkk, 1997). Di Jerman 
Barat bagian utara, thawing terhadap straw dilakukan pada airbersuhu 34
o
C 
selama 15 detik. Terhadap ampul digunakan air bersuhu 40
o
c selama 35 sampai 40 
detik; ampul dikeluarkan dari air, dikeringkan dan dipanaskan dalam genggaman 
selama 35 - 40 detik. Pada saat tersebut suhu ampul akan mencapai 5
o
c. Pada 
pusat IB di Neustadtan der Aisch, negara bagian Bayern, Jerman Barat bagian 
Selatan, untuk thawing ampul malah tidak dimasukkan ke dalam air hangat. 
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Ampul semen beku diambil dan ditaruh dalam kantong baju selama peternak 
menyiapkan sapi betina dan inseminator menyiapkan alat-alatnya. Sesudah siap, 
ampul diambil dan digosok-gosokkan antara kedua telapak tangan selama ± 1 
menit barulah dipakai (Toelihere, 1993). 
Roberts (1971) dalam Toelihere (1993) menyatakan bahwa di Amerika 
Serikat, thawing biasanya dilakukan dengan memasukkan ampul atau straw ke 
dalam air es yang bersuhu 5
o
c selama 5 sampai 6 menit; semen beku dalam bentuk 
pellet dicairkan di dalam pengencer air susu bersuhu kamar 35
o
c - 40
o
c. Pada 
pusat IB di Ungaran Jawa Tengah, thawing terhadap straw dilakukan dengan air 
kran dikatakan akan memberi hasil yang lebih memuaskan daripada thawing 
memakai air es walaupun tidak diberitahukan berapa lama jarak waktu thawing 
dengan pelaksanaan IB (Karyanto, 1974 dalam Toelihere, 1993).  
Menurut Hafs dan Elliot (1954) dalam Toelihere (1993), thawing pada air 
bersuhu 38
o
c sampai 40
o
c menghasilkan daya tahan hidup sperma yang lebih baik 
bila dibandingkan dengan pada suhu rendah. Sebaliknya VanDemark et al. (1957) 
dalam Toelihere (1993) menyatakan bahwa thawing pada suhu 5
o
c menghasilkan 
pergerakan yang lebih baik bila dibandingkan dengan thawing pada suhu 38
o
c. 
 
d. Penyimpanan setelah thawing 
Suhu penyimpanan merupakan salah satu faktor yang berpengaruh 
terhadap kualitas semen. Untuk mengetahui pengaruh lama penyimpanan setelah 
thawing. Semen beku dicairkan kembali (thawing) dengan cara memasukkan 
straw ke dalam air hangat temperatur 35
o
c–37oc selama 30 detik kemudian semen 
 
 
 
 
diperiksa kualitasnya melalui pengamatan dengan menggunakan mikroskop pada 
suhu tertentu terhadap kualitas semen dapat diketahui dari motilitas dan 
presentase hidup spermatozoa. Semen yang baik harus mempunyai nilai minimal 
40% hidup setelah thawing (Partodihardjo, 1982). Pengamatan terhadap daya 
hidup spermatozoa dilakukan dengan pewarnaan eosin negrosin dengan cara 
semen diambil dengan batang gelas dan diletakkan pada object glass kemudian 
diteteskan pewarna eosin negrosin pada semen dan aduk perlahan sampai 
homogen selanjutnya dibuat preparat hapusan dan dianginkan sampai kering, 
selanjutnya preparat  diperiksa dibawah mikroskop untuk menghitung jumlah 
spermatozoa yang  tidak menyerap warna (transparan) sebagai tanda spermatozoa 
masih hidup sedangkan pengamatan terhadap motilitas dilakukan dengan 
mengambil semen dari tempat penyimpanan dan diteteskan diatas object glass 
kemudian ditutup dengan cover glass selanjutnya diperiksa dibawah mikroskop 
untuk melihat jumlah spermatozoa yang bergerak progresif. 
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MATERI DAN METODE PENELITIAN 
Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan juli 2014 sampai bulan september 
2014 dilaboratorium ilmu reproduksi ternak, Universitas Hasanuddin. 
Materi Penelitian 
Bahan utama penelitian ini adalah semen beku Sapi Bali, (Bos Sondaicus), 
4(empat) ekor berumur 4 (empat) tahun ,air, alcohol 70%. 
Alat yang digunakan antara lain: vagina buatan, mikroskop, tabung 
sperma, aluminium foil, kertas label, kapas, kertas saring, thermometer, objek 
glass, cover glass, container. 
Metode Penelitian 
a. Pengambilan Semen 
Pengambilan semen dilakukan pada pagi hari, dua kali dalam seminggu 
dan total penampungan enam kali. Pejantan dibawa ke kandang jepit dan 
dipertemukan dengan betina pemancing untuk memberi rangsangan libido kepada 
pejantan yang akan ditampung semennya menggunakan Vagina buatan yang telah 
disiapkan diberi pelicin, apabila terdapat tanda-tanda pejantan akan menaiki 
pejantan atau betina pemancing, maka vagina buatan dipasang pada penis untuk 
menampung semen, setelah itu dilakukan pemeriksaan makroskopis dan mikropis. 
b. Pemeriksaan Semen 
Pemeriksaan semen dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. 
Penilaian semen secara makroskopis meliputi volume, bau, warna, konsistensi, pH 
 
 
 
 
semen. Sedangkan secara mikroskopis yaitu motilitas, dan persentase hidup 
spermatozoa. 
c. Prosessing 
Semen yang telah diencerkan dengan menggunakan bahan pengencer akan 
dikemas dalam bentuk ministraw kemudian diekuilibrasi pada suhu 5°c selama 
empat jam di dalam lemari pendingin, Selanjutnya proses pembekuan dengan 
meletakkan straw dalam kotak yang berisi N2 cair selama 10-15 menit. Kemudian 
straw disimpan di dalam container yang berisi N2 cair (suhu -196°c), (Ditjennak, 
2000). 
d. Perlakuan lama thawing dan penyimpanan setelah Thawing 
Perlakuan thawing dilakukan dengan menggunakan air dengan suhu 37
o
c, 
karena suhu 37
o
c sama dengan suhu tubuh ternak, sehingga dapat 
mempertahankankualitas semen beku yang telah dithawing. perlakuan lama 
thawing dan penyimpanan setelah thawing dengan pola faktorial 3 x 3 yaitu 
a. Perlakuan lama thawing 15 detik, 30 detik, dan 60 detik, dilakukan 
perlakuan ini untuk mengetahiu berapa lama perlakuan thawing yang 
optimal sehingga dapat mempertahankan kualitas spermatozoa. 
b. perlakuan penyimpanan setelah thawing dengan perlakuan 0, menit, 30 
menit, dan 60 menit, dilakukan untuk mengetahui berapa lama 
ketahanan spermatozoa setelah perlakuan thawing. 
 
 
 
Parameter yang diukur 
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A. Motilitas 
Motilitas dilihat dibawah mikroskop elektrik berdasarkan gerakan 
spermatozoa yang hidup dan bergerak maju/progresif. Data diperoleh dengan cara 
meneteskan sampel semen pada gelas objek kemudian ditutup dengan cover glass 
lalu diamati di bawah mikroskop, dengan perhitungan sebagai berikut: 90% : 
Bergerak sangat aktif atau cepat, gelombang besar dan bergerak cepat; 70-85% : 
Bergerak aktif/cepat, ada gelombang besar dengan gerakan massa yang cepat; 40-
65%. Bergerak agak aktif/agak cepat, terlihat gelombang tipis dan jarang serta 
gerakan massa yang lambat; 20-30% : Bergerak kurang aktif/kurang cepat, tidak 
terlihat gelombang, hanya gerakan individual sperma; 10% : Gerakan individual 
sperma (sedikit sekali gerakan individual sperma atau tidak ada gerakan sama 
sekali (mati). 
B. Persentase Hidup 
Jumlah persentase sperma yang hidup ditandai dengan tidak adanya 
penyerapan warna bahan pewarna pada spermatozoa.Dua tetes zat warna 
ditempatkan pada suatu gelas obyek yang bersih dan hangat (suhu 37°c) yang 
kemudian satu tetes kecil semen ditambahkan dan dicampurkan lalu diulas dengan 
menggunakan gelas obyek lainnya. Perhitungannya berdasarkan perbandingan 
antara jumlah sperma hidup yang ditandai dengan kepala tidak berwarna , 
sebaliknya sperma yang terwarnai akan dinyatakan mati sebab eosin hanya dapat 
menembus sel sperma yang telah rusak, sehingga nampak terwarnai. Total sperma 
yang diamati dan dinyatakan dalam persen (%). Perlakuan preparat ulas 
untuk menghitung persentase sperma hidup dilakukan dalam waktu yang singkat 
maksimal 15 detik. 
 
 
 
 
Rumus % sperma hidup = 
                                  
                                
       
Analisis Data 
Data yang diperoleh akan dianalisis dengan menggunakan analisis ragam 
sesuai dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola factorial 3 x 3 (Gaspersz, 
1991). 
Faktor pertama adalah sebagai berikut : 
Faktor pertama adalah waktu lama thawing terdiri atas : 
 B1 =  thawing selama 15 detik 
 B2 =  thawing selama 30 detik 
 B3 =  thawing selama 60 detik 
Faktor kedua adalah lama penyimpanan setelah thawing terdiri atas : 
 K1 = setelah perlakuan thawing didiamkan selama 0 menit 
 K2 = setelah perlakuan thawing didiamkan selama 30 menit 
 K3 =setelah perlakuan thawing didiamkan selama 60 menit 
Model matematikanya yaitu : 
YIJk= µ +Bi + Kj + (BK)ij + εijk 
Keterangan : 
YIJ               = Hasil pengamatan berdasarkan waktu lama thawing ke-i dan setelah          
thawing didiamkan ke-j sampel ternak ke-k 
µ                = Rata-rata pengamatan 
Bi              = Pengaruh aditif waktu lama thawing ke-i 
Kj              = Pengaruh aditif setelah perlakuan thawing didiamkan ke-j 
i                 = Waktu lama thawing (1,2,3 ) 
j                 = Setelah perlakuan thawing didiamkan 
(BK)ij      = Pengaruh interaksi faktor waktu lama thawing (i) dan faktor setelah     
thawing didiamkan (j) 
Εijk      = Pengaruh galat perlakuan dan faktor waktu lama thawing (i) dan    
faktorsetelah thawing didiamkan  (j) pada sampel ke-k 
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Selanjutnya apabila perlakuan menunjukkan pengaruh yang nyata, maka 
dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) (Gaspersz, 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  HASIL DAN PEMBAHASAN  
Motilitas Semen Beku 
 Hasil pengamatan semen beku post thawing sapi Bali dengan lama waktu 
thawing  dan lama penyimpanan setelah thawing secara mikroskopis disajikan 
pada grafik 1. 
Grafik 1.Hasil Pengamatan Motilitas Semen Beku sapi Bali Secara Mikroskopis, 
dengan lama thawing 15 detik, 30 detik,  60 detik dan lama penyimpanan 
setelah thawing 0 menit, 30 menit, 60 menit, dengan suhu 37 
0
c. 
 
Pada grafik 1 menunjukkan bahwa durasi waktu thawing memberikan 
pengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap motilitas spermatozoa semen beku sapi 
Bali. Persentase motilitas terbaik pada penelitian ini adalah perlakuan ke dua 
dengan lama thawing 30 detik dengan lama penyimpanan 0 menit, hal ini sejalan 
dengan Sayoko et al (2007) lama thawing 30 detik memberikan hasil lebih baik 
terhadap persentase spermatozoa hidup daripada thawing selama 15 detik. 
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Pemeriksaan motilitas semen beku setelah thawing pada berbagai lama 
thawing  yang berbeda didapatkan motilitas tertinggi tercapai pada lama thawing  
30 detik, tertinggi ke dua pada lama thawing 15 detik dan yang terndah pada lama 
thawing 60 detik. Hasil yang demikian menunjukkan bahwa lama thawing yang 
terlalu cepat dapat menyebabkan kristal-kristal es belum mencair secara sempurna 
sehingga menghambat pergerakan sel spermatozoa secara aktif sedangkan lama 
thawngi yang terlalu lama dapat menurunkan kualitas spermatozoa. Hal ini 
disebabkan karena semen beku yang akan digunakan untuk IB diambil dari 
container yang berisi N2 cair mempunyai suhu -196
o
c berbentuk padatan 
(Handiwirawan dkk, 1997). 
Motilitas spermatozoa juga berkaitan erat dengan viabilitas spermatozoa. 
Artinya, nilai persentase motilitas spermatozoa yang rendah akan menghasilkan 
nilai persentase viabilitas yang rendah. Begitu juga sebaliknya, nilai persentase 
motilitas spermatozoa yang tinggi akan menghasilkan nilai persentase viabilitas 
yang tinggi. Hal ini berarti nilai motilitas spermatozoa berpengaruh terhadap nilai 
viabilitas spermatozoa. Persentase motilitas spermatozoa yang tinggi mempunyai 
daya gerak yang progresif dan menghasilkan gerakan massa sehingga 
menunjukkan bahwa spermatozoa masih banyak yang hidup dan menghasilkan 
persentase viabilitas yang tinggi. Menurut Salisbury and VanDemark (1985), 
bahwa penggunaan jumlah minimal persentase spermatozoa dan motilitas 
memiliki arti yang sangat penting, semen yang memiliki persentase motiltas 
spermatozoa yang rendah memiliki ketahanan hidup yang kurang baik. 
Toelihere (1993) menyatakan bahwa motilitas spermatozoa sapi di bawah 
40% menunjukkan nilai semen yang kurang baik dan sering di hubungkan dengan 
 
 
 
 
infertilitas. Kebanyakan pejantan fertile mempunyai 50-80% spermatozoa motil, 
aktif progresif. Hafez (1987) menyatakan bahwa peniliain spermatozoa yang aktif 
yang bergerak atau hidup dan penilian dilakukan pada suhu 37
o
c sampai 40
o
c. 
Untuk pertesentase sperma yang aktif tidak harus lebih besar dari pada 70%. Sama 
dengan yang di ungkapkan oleh Toelihere (1993) bahwa untuk memperoleh hasil 
yang lebih tepat sebaiknya semen diperiksa pada suhu 37
o
c sampai 40
o
c dengan 
menempatkan gelas objek di atas suatu meja panas atau menggunakan mikroskop 
yang di panaskan secara elektrik. 
Menurut Adikarta dan Listianawati, (2001) temperatur thawing 21-25
o
c 
dengan waktu di bawah 1 menit memperoleh tingkat motilitas 51,17 %, lebih baik 
daripada temperatur thawing 5
o
c yang memiliki motilitas sebesar 45,95 %.  Oleh 
karena itu dianjurkan untuk thawing tidak lebih dari 60 detik dan menggunakan 
air hangat guna mengurangi mortalitas spermatozoa. 
Motilitas spermatozoa post thawing perlakuan kedua, sangat memenuhi 
isyarat untuk diinseminasikan. Berdasarkan persyaratan semen beku bahwa 
pemeriksaan semen beku segera sesudah dicairkan kembali (post thawing) pada 
suhu 37
o
c selama 30 detik harus menunjukkan spermatozoa hidup dan bergerak 
maju (motilspermatozoa) minimal 40 % (Anonim, 2012). 
Persentase Hidup 
 Persentase hidup semen beku sapi Bali Post thawing dengan lama thawing 
dan lama penyimpanan setelah thawing disajikan pada grafik 2. Perhitungan sel 
spermatozoa hidup didasarkan pada pewarnaan eosin 2%.  
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Grafik 2. Hasil Pengamatan persentase hidup Semen Beku sapi Bali Secara 
Mikroskopis, dengan lama thawing 15 detik, 30 detik,  60 detik dan 
lama penyimpanan setelah thawing 0 menit, 30 menit, 60 menit, 
dengan suhu 37 
0
c. 
 
Pada grafik 2 menunjukkan suhu dan durasi thawing memberikan 
pengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap persentase hidup spermatozoa semen 
beku. Hasil uji RAL dengan pola Faktorial menunjukkan persentase hidup 
spermatozoa pembawa kromosom Y dan X, menunjukkan angka persentase 
terbaik pada perlakuan ke dua dengan suhu 37
o
c dengan durasi waktu 30 detik 
dengan lama penyimpanan setelah thawing 0 menit, pada bangsa sapi bali, Hasil 
analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan ke dua memberikan persentase 
hidup tertinggi pada spermatozoa. Kondisi ini disebabkan dengan thawing pada 
suhu 37
o
c berdurasi waktu 30 detik dengan penyimpanan setelah thawing 0 menit 
belum menyebabkan terjadinya tekanan osmotic secara ekstrim pada membran 
spermatozoa, sehingga permiabilitas membran masih utuh dan tidak terganggu, 
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dengan ini menjamin fluiditas dan keseimbangan homeostatis membran sel karena 
pertukaran senyawa-senyawa berlangsung normal.  
Menurut (Park and Graham, 1992). Peningkatan aktivitas metabolisme 
menghasilkan asam lemak dalam konsentrasi yang tinggi akibat peroksidasi lipid. 
Membran spermatozoa tersusun dari protein lipid, dan karbohidrat yang tersusun 
secara nonkovalen dan sangat sensitif terhadap faktor-faktor ekstrinsik seperti 
suhu, kekuatan ionic dan polaritas pelarut. 
Hasil rataan analisis juga menunjukkan bahwa rataan persentase viabilitas 
spermatozoa setelah perlakuan terbaik pada sapi Bali di setiap perlakuan. Hal ini 
disebabkan karena dari sisi genetik, spermatozoa sapi Bali memiliki daya tahan 
yang baik dari pengaruh perubahan suhu pada saat thawing. Hasil penelitian 
Herwijanti dkk (2004) yang melaporkan kemampuan libido sapi Madura 
berkorelasi positif dengan kualitas spermatozoa karena terkait dengan daya tahan 
hidup spermatozoa. 
Pada penelitian ini dapat dibedakan antara sperma mati dan hidup dengan 
menggunakan pewarna eosin. Sperma yang mati diindikasikan dengan kepala 
sperma yang terwarnai dan sperma yang hidup diindikasikan dengan kepala 
sperma yang tidak menyerap warna. Hal ini disebabkan oleh kerena pada saat 
eosin bersentuhan dengan sperma yang masih hidup maka cairan eosin tidak dapat 
menembus ke dalam sel sperma disebabkan membran sperma impermiable 
terhadap pewarna eosin, sedangkan pada sperma mati selaput membrannya telah 
rusak, maka eosin dapat masuk ke sel sperma. (Narato, 2009).  
 Toelihere (1993) menyatakan, pada waktu semen dicampur dengan zat 
warna, sel-sel spermatozoa yang hidup tidak atau sedikit sekali menghisap zat 
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warna sedangkan sel-sel yang mati akan mengambil warna karena permeabilitas 
dinding sel meninggi waktu mati. Zat warna eosin akan mewarnai spermatozoa 
yang menjadi merah atau merah muda, sedangkan sperma yang hidup tetap tidak 
berwarna. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan 
Berdasarkan hasil Penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan 
bahwa lama thawing memberikan pengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap 
motilitas, dan persentase hidup terhadap spermatozoa semen beku sapi Bali,  
Lama thawing 30 detik, lama penyimpanan setelah thawing 0 menit, 
menunjukkan motalitas dan persentase hidup yang tertinggi pada semen beku sapi 
bali yang di thawing pada suhu 37
o
c.  
Saran 
 Untuk mengurangi laju penurunan motilitas dan prasentase hidup yang 
tinggi saat produksi semen beku sapi bali sebaiknya waktu yang digunakan dalam 
proses thawing tidak lebih dari 30 detik, lama penyimpanan 0 menit, dan suhu air 
37
o
c. 
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LAMPIRAN  
15s 
Between-Subjects Factors 
  N 
jenis_daya_hidup A1 15 
A2 15 
Waktu B1 10 
B2 10 
B3 10 
 
 
Descriptive Statistics 
Dependent Variable:15 s  
jenis_daya_
hidup waktu Mean Std. Deviation N 
A1 B1 59.8100 3.16710 5 
B2 51.4940 15.60731 5 
B3 29.8460 5.04381 5 
Total 47.0500 15.83161 15 
A2 B1 40.0000 8.63134 5 
B2 37.7660 3.57193 5 
B3 31.6000 8.08084 5 
Total 36.4553 7.55701 15 
Total B1 49.9050 12.10699 10 
B2 44.6300 12.89501 10 
B3 30.7230 6.41743 10 
Total 41.7527 13.32657 30 
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Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:15 s     
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 3423.858
a
 5 684.772 9.519 .000 
Intercept 52298.555 1 52298.555 727.013 .000 
jenis_daya_hidup 841.852 1 841.852 11.703 .002 
Waktu 1963.931 2 981.966 13.651 .000 
jenis_daya_hidup * waktu 618.074 2 309.037 4.296 .025 
Error 1726.469 24 71.936   
Total 57448.882 30    
Corrected Total 5150.327 29    
a. R Squared = ,665 (Adjusted R Squared = ,595)    
 
Grand Mean 
Dependent Variable:15 s  
Mean Std. Error 
95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 
41.753 1.549 38.557 44.949 
 
Multiple Compariso 
Dependent Variable:15s     
 
(I) 
waktu 
(J) 
waktu 
Mean Difference 
(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 Lower Bound Upper Bound 
LSD B1 B2 5.2750 3.79305 .177 -2.5535 13.1035 
B3 19.1820
*
 3.79305 .000 11.3535 27.0105 
B2 B1 -5.2750 3.79305 .177 -13.1035 2.5535 
B3 13.9070
*
 3.79305 .001 6.0785 21.7355 
B3 B1 -19.1820
*
 3.79305 .000 -27.0105 -11.3535 
B2 -13.9070
*
 3.79305 .001 -21.7355 -6.0785 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 71,936. 
   
*. The mean difference is significant at the ,05 level.   
 
 
 
 
 
 
15s 
 
waktu N 
Subset 
 1 2 
Duncan
a
 B3 10 30.7230  
B2 10  44.6300 
B1 10  49.9050 
Sig.  1.000 .177 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 71,936. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000. 
 
30s 
 
Between-Subjects Factors 
  N 
jenis_daya_hidup A1 15 
A2 15 
Waktu B1 10 
B2 10 
B3 10 
 
 
Descriptive Statistics 
Dependent Variable:30s  
jenis_d
aya_hid
up waktu Mean Std. Deviation N 
A1 B1 75.3600 3.27841 5 
B2 45.4000 8.61974 5 
B3 30.4000 11.37102 5 
Total 50.3867 20.86932 15 
 30 
 
A2 B1 43.0000 9.02774 5 
B2 41.8000 10.25671 5 
B3 33.0000 13.26650 5 
Total 39.2667 11.17693 15 
Total B1 59.1800 18.21756 10 
B2 43.6000 9.13114 10 
B3 31.7000 11.72888 10 
Total 44.8267 17.39375 30 
 
 
 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:30s     
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 6465.547
a
 5 1293.109 13.445 .000 
Intercept 60282.901 1 60282.901 626.806 .000 
jenis_daya_hidup 927.408 1 927.408 9.643 .005 
Waktu 3798.323 2 1899.161 19.747 .000 
jenis_daya_hidup * waktu 1739.816 2 869.908 9.045 .001 
Error 2308.192 24 96.175   
Total 69056.640 30    
Corrected Total 8773.739 29    
a. R Squared = ,737 (Adjusted R Squared = ,682)    
 
Grand Mean 
Dependent Variable:30s  
Mean Std. Error 
95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 
44.827 1.790 41.131 48.522 
 
 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:30s     
 
 
 
 
 
(I) 
waktu 
(J) 
waktu 
Mean Difference 
(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 Lower Bound Upper Bound 
LSD B1 B2 15.5800
*
 4.38576 .002 6.5282 24.6318 
B3 27.4800
*
 4.38576 .000 18.4282 36.5318 
B2 B1 -15.5800
*
 4.38576 .002 -24.6318 -6.5282 
B3 11.9000
*
 4.38576 .012 2.8482 20.9518 
B3 B1 -27.4800
*
 4.38576 .000 -36.5318 -18.4282 
B2 -11.9000
*
 4.38576 .012 -20.9518 -2.8482 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 96,175. 
   
*. The mean difference is significant at the ,05 level.   
 
30s 
 
waktu N 
Subset 
 1 2 3 
Duncan
a
 B3 10 31.7000   
B2 10  43.6000  
B1 10   59.1800 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 96,175. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000.  
      
 
 
 
 
 
60s 
 
Between-Subjects Factors 
  N 
jenis_daya_hidup A1 15 
 32 
 
A2 15 
Waktu B1 10 
B2 10 
B3 10 
 
 
 
 
Descriptive Statistics 
Dependent Variable:60s  
jenis_d
aya_hid
up waktu Mean Std. Deviation N 
A1 B1 61.1740 4.59928 5 
B2 37.4260 4.65057 5 
B3 25.5080 3.37119 5 
Total 41.3693 15.84155 15 
A2 B1 35.0000 10.07472 5 
B2 33.4000 12.68069 5 
B3 22.0000 4.69042 5 
Total 30.1333 10.82238 15 
Total B1 48.0870 15.64647 10 
B2 35.4130 9.25102 10 
B3 23.7540 4.27167 10 
Total 35.7513 14.50322 30 
 
 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:60s     
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 4746.174
a
 5 949.235 16.828 .000 
Intercept 38344.735 1 38344.735 679.779 .000 
jenis_daya_hidup 946.858 1 946.858 16.786 .000 
 
 
 
 
Waktu 2962.191 2 1481.096 26.257 .000 
jenis_daya_hidup * waktu 837.125 2 418.562 7.420 .003 
Error 1353.784 24 56.408   
Total 44444.693 30    
Corrected Total 6099.958 29    
a. R Squared = ,778 (Adjusted R Squared = ,732)    
 
Grand Mean 
Dependent Variable:60s 
Mean Std. Error 
95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 
35.751 1.371 32.921 38.581 
 
 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:60s     
 
(I) 
waktu 
(J) 
waktu 
Mean Difference 
(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 Lower Bound Upper Bound 
LSD B1 B2 12.6740
*
 3.35880 .001 5.7418 19.6062 
B3 24.3330
*
 3.35880 .000 17.4008 31.2652 
B2 B1 -12.6740
*
 3.35880 .001 -19.6062 -5.7418 
B3 11.6590
*
 3.35880 .002 4.7268 18.5912 
B3 B1 -24.3330
*
 3.35880 .000 -31.2652 -17.4008 
B2 -11.6590
*
 3.35880 .002 -18.5912 -4.7268 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 56,408. 
   
*. The mean difference is significant at the ,05 level.   
 
 
60s 
 
waktu N 
Subset 
 1 2 3 
Duncan
a
 B3 10 23.7540   
B2 10  35.4130  
 34 
 
B1 10   48.0870 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 56,408. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000.  
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